






























A heat shock protein 70 (Hsp70) chaperone system consists of Hsp70, Hsp40, and a 
nucleotide-exchange factor. It helps unfolded proteins to fold into their native 
conformations. Hsp40 has both chaperone and cochaperone activity. Typical Hsp40s 
assume a homodimeric structure that is critical in functioning as a chaperone. Here, 
using an Escherichia coli Hsp70 chaperone system consisting of DnaK, DnaJ, and GrpE, 
the relationship between the dimeric structure and the cochaperone activity of Hsp40 
was examined. Expression systems were constructed and two heterodimer DnaJs that 
included a mutated protomer lacking the cochaperone activity were purified. Their 
normal chaperone activity was demonstrated by examining aggregation prevention 
activity using urea-denatured luciferase. When the cochaperone activity of the 
heterodimer DnaJs was investigated by measuring an ATPase activity of DnaK and a 
heat-denatured G6PDH refolding activity of the DnaK chaperone system, they showed 
reduced cochaperone activity. These results indicate that two intact protomers are 
required for full cochaperone activity of Hsp40, and suggest that one Hsp40 molecule 
promotes simultaneous binding of multiple Hsp70 molecules to one substrate molecule, 



































































DnaKシャペロンシステムに ATPを加えると、反応サイクルの進行によって ATPが分 














ヘテロ二量体型 DnaJ を精製するために、末端に異なるタグ(His タグ、Strep タグ)が付
加された DnaJ 発現ベクターを構築した。二種のベクターで大腸菌 HMS174(DE3)株を形
質転換することで、DnaJ の共発現系を構築した(図 1)。アミノ酸置換は His タグが付加さ
れている DnaJに導入した。発現条件・精製条件を検討した結果、各種クロマトグラフィー






















図 1  ヘテロ二量体型 DnaJの発現系 
大腸菌HMS174(DE3)株を pKKU1029、pKKU1125により共形質転換した。pKKU1029
は Salmonella typhimurium 由来の araB プロモーター、リプレッサーをコードする遺
伝子 araC を持ち、アラビノースの添加により araB プロモーター下流の dnaJ-strep 遺
伝子の発現を誘導できる。pKKU1125 は T7 ファージ由来の T7 プロモーター (T7p) を
含む。大腸菌 HMS174(DE3)は染色体上の LacUV5 プロモーターの下流に T7 ファージ
の RNAポリメラーゼ遺伝子がコードされているので、IPTGの添加によって T7 RNAポ
リメラーゼ遺伝子が発現し、pKKU1125上の T7プロモーター下流の his-dnaJ遺伝子の
発現を誘導することができる。大腸菌内では青枠内に示す DnaJが形成される。真ん中に





























図 2 化学変性ルシフェラーゼ抗凝集活性測定 
変性ルシフェラーゼ(8 μM)を BSAまたは DnaJ [0.04 μM (点線) または 0.08 μM (実線)]
を含むルシフェラーゼ測定バッファーで 100倍希釈し(最終濃度 0.08 μM)、室温で静置し





















 各 DnaJ存在下での ATPase速度を比較したところ、DnaJの濃度上昇に伴い ATPase 
速度が上昇した。ヘテロ二量体型 DnaJ存在条件でも DnaJの濃度上昇に伴い ATPase 
速度が上昇したが、野生型と比較すると低下していた。ヘテロ二量体型 DnaJによって野生 











図 3 DnaJ存在下での DnaK ATPase活性 
 
④熱変性 G6PDHリフォールディングアッセイ 
 各 DnaJ存在下でのリフォールディング速度を比較したところ、DnaJの濃度上昇に伴 
いリフォールディング速度が上昇した。ヘテロ二量体型 DnaJ存在条件でも DnaJの濃 
度上昇に伴いリフォールディング速度が上昇したが、野生型と比較すると低下していた。 
ヘテロ二量体型 DnaJによって野生型と同程度のリフォールディング速度を実現するため 
















精製した。二種類のヘテロ二量体型 DnaJ はシャペロン活性を維持していたが(図 2)、コシ
ャペロン活性は低下していた(図 3、4)。この結果は DnaJの二量体構造は、シャペロン活性
のみならず、コシャペロン活性においても重要であることを示している。これまでに、Hsp40








DanK が 1:1 で相互作用している場合、二つの J ドメインは DnaK の近傍に存在し得るの
で、一つのプロトマー中の変異は DnaJ のコシャペロン活性に大きな影響を及ぼさないと
考えられる(図 5①)。一方、DnaJ の二つの J ドメインが互いに離れた位置に存在し、別々
の結合部位に結合する複数の DnaK と相互作用している場合、一つのプロトマー中の変異
は DnaK との相互作用効率の減少を引き起こし、DnaJ のコシャペロン活性に大きな影響
を及ぼすと考えられる(図 5②)。今回得られた結果は、基質上での DnaJと DnaKの相互作














図 5 DnaJと DnaK の相互作用モデル 
アミノ酸置換（H33Q、D35N）が導入された J ドメイン 

